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amplificazione del silenziamento: loop di produzione di siRNA secondari
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coinvolgimento di RNA polimerasi RNA-dipendenti (RdRP) nell’amplificazione del 
silencing (Cogoni e Macino docet)
• in C. elegans piante e funghi pochi siRNA sono sufficienti 
per indurre una continua degradazione del mRNA target, ed il 
silenziamento può propagarsi alle generazioni successive
• in Drosophila è possibile isolare dsRNA generati a partire da 
siRNA marcati
• in C.elegans una proteina di membrana  (SID-1) permette di 
trasportare dsRNA da una cellula all’altra
• il processo di amplificazione richiede RdRP che possono 
sintetizzare filamenti RNA complementari all’RNA stampo 
(cRNA)
• la sintesi di RNA RdRP-dipendente può essere ‘primed’ o 
‘unprimed’
• in piante l’amplificazione del silenziamento avviene per 
neosintesi di cRNA, e  sembra utilizzare i siRNA appaiati al 
mRNA come innesci (i termini dei dsRNA generati sono 5’ 
monofosfati)
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amplificazione del silenziamento in piante: il loop di produzione di siRNA secondari sembra 
essere DICER dipendente e innescato da siRNA primari che fungono da primer
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tasiRNA
un esempio complesso del 
ruolo delle RdRP nel 
mediare il silencing in 
piante
• tasiRNA=trans-acting siRNA
• mediato da miRNA iniziale e 
RdRP
• tagliano il target in trans
Volume 121, Issue 2, 22 April 200a5, Pages 207-221
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali 
corso di biologia molecolare avanzata (1)
Insights: siRNA-amplificazione del 
silencing
08/11/16
  
RNAi transitivo in C.elegans
Hannon et al (2002), Nature 418, 244-251
in C.elegans, l’RNAi si propaga sul 
messaggero in direzione
3’ -> 5’ e non viceversa
twitching!!
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unc22 transitive silencing
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phasing del silenziamento e nei siRNA secondari generati durante RNAi transitivo
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siRNA secondari presentano 5’ tri-fosfati in C.elegans; improbabile che originino da taglio 
mediato DICER
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siRNA secondari derivano da sintesi di cRNA non innescata (unprimed)
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amplificazione del silenziamento: loop di produzione di siRNA secondari
IPOTESI ERETICA 1
non è necessario che 
rde-1 compia lo slicing 
del mRNA
IPOTESI ERETICA 2
DICER non è coinvolta 
nella generazione di 
siRNA secondari
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rrf-1 la RdRP di C. elegans 
genera piccoli cRNA 
complementari a un mRNA 
templato
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali - aa 2008-2009
corso integrato di biologia molecolare avanzata (1)
• i piccoli cRNA sono di 23 nt
• la loro generazione è 
indipendente da DICER
•non sono monofosfati
• RRF-1 è associata a DRH-3, 
una elicasi con dominio DExH-
box
Aoki et al. (2007); EMBO J. 26, 5007-5019 utilizzano approccio biochimico in vitro
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siRNA trifosfati sono molto più efficienti nell’indurre attività di slicing
attività a carico di CSR-1 (Ago secondaria)
Aoki et al. (2007); EMBO J. 26, 5007-5019
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L’attività di slicing di CSR-1 è influenzata dalla fosforilazione del termine 5’ siRNA
(preferenza per siRNA 5’ trifosfati)
Aoki et al. (2007); EMBO J. 26, 5007-5019
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SAGO e CSR-1 hanno attività diverse; siRNA secondari come classe distinta
Aoki et al. (2007); EMBO J. 26, 5007-5019
CSR-1 sarebbe 
responsabile dell’effetto 
slicer nell’amplificazione 
RNAi
molte SAGO non sono 
competenti per lo 
slicing; mancano del 
motivo DDH, DDE…
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l’apparato RNAi nella formazione e mantenimento dell’eterocromatina
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proprietà delle regioni eucromatiche ed eterocromatiche
• poco condensata
• nei bracci cromosomici
• contiene sequenze uniche, non ripetute
• ricca di geni, accessibile alla trascrizione
• replicata durante tutta la fase S
• ricombinante in meiosi
• alto grado di condensazione
• centromerica e telomerica
• ricca in sequenze ripetute
• povera di geni, poco accessibile alla trascrizione
• replicata in tarda fase S
• non ricombina durante la meiosi
• può presentare sostituzioni istoniche 
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position effect variegation (PEV): effetto variegazione dovuto allo spreading dell’eterocromatina
laurea magistrale in biotecnologie molecolari ed industriali 
corso di biologia molecolare avanzata (1)
Insights: siRNA-amplificazione del 
silencing
08/11/16
  
modificazioni istoniche coinvolte nella formazione di eterocromatina in Drosophila
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Le interazioni di HP1 (SWI6) costituiscono la base per lo spreading dell’eterocromatina e 
l’eredità epigenetica
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fattori coinvolti nella formazione dell’eterocromatina
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il silenziamento delle regioni centromeriche è inficiato in mutanti RNAi in lievito  
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componenti di RITS (RNA-induce transcriptional silencing) complex in S. pombae
Tas3
Ago1
Chp1m
H3
H3K9
chromodomain protein 1 RITS subunit 3
siRNA derivati dh e dg repeats 
presenti in diversi loci 
eterocromatici
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mappatura genomica di H3K9me e Swi6 in S. pombae
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componenti dell’apparato RNAi di S. pombae localizzano in regioni eterocromatiche
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dettaglio della zona del centromero 1: RITS e la RdRP di lievito localizzano in prossimità 
dei dg e dh repeats pericentromerici
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dettaglio della zona del centromero 1: siRNA associati a RITS e metilazione di H3K9 
colocalizzano nelle regioni pericentromriche 
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dettaglio della zona del centromero 1: in assenza della metiltrasferasi clr4 (suVar3-9 di 
lievito)le zone pericentromeriche non sono silenziate  
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RNAi, epigenetica, TGS
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